Aplicação de técnicas cromatográficas à informação nutricional by Ricardo Jorge Pacheco Reis
  
  





Ricardo Jorge Pacheco Reis 
 
 
Relatório de Estágio de Mestrado apresentado à Faculdade de 


































Ricardo Jorge Pacheco Reis 
Mestrado em Química 




Maria Clara Ramalho Monteiro Pires Basto  
Professora Auxiliar, 
Faculdade de Ciências da Universidade do Porto 
 
Alice Santos 





















Todas  as  correções  determinadas  
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“Determination, courage and self confidence are decisive factors for success. If 
we are possessed by an unwavering determination we can overcome them. 
Independentely of circumstances, we must always be humble modest and 
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Resultados de estudos de investigação mostram que existe uma correlação entre a 
alimentação e a saúde, sendo o conhecimento nutricional do que se ingere de extrema 
importância. A união europeia lançou o Regulamento (UE) n.º 1169/2011 que 
estabelece os princípios, os requisitos e as responsabilidades gerais que regem a 
informação sobre os géneros alimentícios e, em particular, a rotulagem. Este documento 
legal é aplicável a todos os géneros alimentícios destinados ao consumidor final, 
incluindo os que são fornecidos por estabelecimentos de restauração coletiva e os que 
se destinam a ser fornecidos a esses estabelecimentos  
A Merieux Nutrisciences, líder mundial na prestação de serviços para o controlo e 
qualidade a nível agro-alimentar, integra a Silliker Portugal que dispõe de um laboratório 
na vanguarda do controlo analítico para obtenção de informação nutricional. O 
laboratório apresenta uma política de controlo de qualidade bem instituída, respeitando 
todas as especificações da norma ISO IEC 17025. 
O presente trabalho foi realizado na empresa Silliker, no âmbito do Estágio curricular do 
Mestrado em Química da FCUP. Este trabalho teve como objetivos: 
 A validação de um método analítico para a determinação de um componente 
orgânico, cafeína, presente em amostras de café e de café descafeinado, por 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC-UV/VIS); 
 A validação de um método para a determinação de ácidos gordos, ómega 3 e 6, 
presentes em amostras de óleos de peixe e margarinas por cromatografia de 
fase gasosa (GC-FID). 
Após o acompanhamento de métodos já implementados na área instrumental e a 
identificação dos recursos materiais e bibliográficos necessários para execução deste 
trabalho, numa fase inicial, procedeu-se à validação, segundo a norma internacional ISO 
20481, de um processo para a determinação do teor de cafeína. O processo já 
implementado na Silliker não seguia um referencial normativo. Após a realização de um 
estudo dos limiares analíticos, da seletividade, da precisão e da exatidão o método na 
Silliker encontra-se validado para a determinação de cafeína em amostras de café e de 
café descafeinado.  
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A segunda parte do trabalho envolveu a validação de um método para a determinação 
de ácidos gordos, ómega 3 e 6, por cromatografia gasosa. Para a validação da 
metodologia analítica para a determinação de ácidos gordos, ómega 3 e 6, procedeu-
se apenas ao estudo dos limiares analíticos e da precisão, nomeadamente a avaliação 
da repetibilidade e da precisão intermédia. Face aos resultados obtidos, o método 
considera-se validado para a determinação de ácidos gordos, ómega 3 e 6, em amostras 
de óleos de peixe e margarinas. Como parte do processo de validação foram estudadas 
três matrizes. O processo não está concluído, o laboratório continua a validar outras 























Research results show that there is a correlation between diet and health and the 
nutritional knowledge of what we eat is extremely important.  The European Union 
launched the Regulation (EU) No 1169/2011 establishing the principles, requirements 
and responsibilities governing general information on foods and in particular the labeling. 
This legal document is applicable to all foods intended for the final consumer, including 
those provided by mass catering establishments and which are intended to be supplied 
to these establishments.  
 The Silliker Group, a world leader in providing services for the control and quality at agri-
food level, integrates Silliker Portugal that has a laboratory at the forefront of analytical 
control to obtain nutritional information.  The laboratory has a well established quality 
control policy, respecting all the specifications of the standard NP EP ISO 17025.  
 This study was conducted at Silliker company under the Internship of the Master in 
Chemistry of FCUP.  This work aims to:  
 • the validation of an analytical method for the determination of an organic 
component, caffeine, present in coffee and decaffeinated samples by high-performance 
liquid chromatography (HPLC-UV/VIS); 
• the validation of a method for the analysis of fatty acids, omega 3 and 6, present 
in fish oils and margarine by gas chromatography (GC).                                                                                     
After monitoring methods already in place in the instrumental area and identification of 
materials and library resources required to perform this work at an early stage, it 
proceeded to the validation, according to the international standard ISO 20481, a 
process for determining the caffeinecontent.  The process already implemented in Silliker 
did not follow a reference standard.  After conducting a study of the analytical thresholds, 
selectivity, precision and accuracy of the method in Silliker it is currently validated for the 
determination of caffeine in coffee and decaffeinated samples. The second part ofthe 
present work consisted in the validation of a method of analysis of fatty acids, omega 3 
and 6, by gas chromatography.  For the validation of analytical methodology for the 
determination of fatty acids, omega 3 and 6, the study of analytical thresholds and 
precision in particular the assessment of the repeatability and intermediate precision has 
been performed.  In view of the results obtained, the method is deemed to be validated 
for the determination of fatty acids omega 3 and 6 in fish oils and margarine samples.  
xiv FCUP 
Aplicação de técnicas cromatográficas à informação nutricional 
 
As part of the validation process three matrices were studied. The process is not 
completed, the laboratory will continue to validate other matricesfor the analysis of 
omega 3 and 6.
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1.1. Empresa de Acolhimento 
 
O Estágio em Contexto Empresarial foi realizado no laboratório de métodos 
instrumentais de análise da Silliker Portugal S.A.. Esta empresa constitui um grupo da 
Mérieux NutriSciences e tem um papel bem definido: garante a segurança e qualidade 
alimentar através de análises em laboratório acreditado, auditorias, consultorias e 
avaliações sensoriais 
 
1.1.1. A empresa na sua globalidade 
 
A segurança alimentar e a componente nutricional são peças fundamentais nos planos 
de saúde pública de muitos países. A partir de uma rigorosa análise dos produtos 
alimentares disponíveis no mercado é possível garantir a proteção da saúde pública.  
De forma a contornar estes desafios, o Institut Mérieux desenvolveu a Mérieux 
NutriSciences. Em 1997, a Mérieux NutriSciences adquiriu a empresa Silliker com o 
intuito de fortalecer a sua presença no mercado. Atualmente, a Mérieux NutriSciences 
é uma empresa bem consolidada no meio e diversificou a sua experiencia para outros 
setores industriais: Água e Meio Ambiente, Farmacêutica e Dispositivos Médicos, 
Higiene Pessoal e Cosmética, Agroquímicos e Bens de Consumo. 
A Mérieux NutriSciences está dividida em três grandes grupos: Silliker, Biofortis e 
Bioagris cada grupo tem o seu papel bem definido, no caso da Silliker garante a 
segurança e qualidade alimentar. A Biofortis é uma empresa que se destaca na 
inovação para nutrição, pela pesquisa e desenvolvimento novos produtos alimentares. 
A Bioagris fornece serviços analíticos, segurança e qualidade do ambiente e agronomia 
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1.1.2. Empresa em Portugal 
 
A Silliker Portugal, S.A. (figura 1) é uma empresa independente de prestação de 
serviços para o setor agroalimentar. Fundada em 1993, integra desde 2008 o grupo 
Silliker, passando a fazer parte de um grupo líder mundial na prestação de serviços para 
a melhoria da qualidade e segurança alimentar. A Merieux Nutrisciences encontra-se 
distribuída por 15 países e concentra-se a ajudar as empresas de todo o mundo a 
encontrar soluções para os desafios atuais do sector. Silliker Portugal S.A. cumpre com 
os critérios de acreditação para laboratórios de ensaio estabelecidos na NP EN ISO/IEC 
17025, reconhecidos pelo Instituto Português de Acreditação (acreditação nº L0087) [2]. 
 
Fig. 1:Silliker Portugal. 
A empresa Silliker Portugal S.A. apresenta uma vasta gama de serviços (figura2) tais 
como: controlo analítico de alimentos, controlo analítico de água, monitorização 
ambiental, serviços de investigação, consultoria em segurança e qualidade alimentar, 
análise sensorial e estudos de consumidor, serviços de rotulagem, gestão de 
informação, formação, auditorias e inspeções. Dentro do controlo analítico de alimentos 
a empresa fornece os dados relativos à informação nutricional, controlo de aditivos, 
controlo de conservantes, controlo de riscos alergénicos, avaliação da conformidade do 










Fig. 2:Esquema representativo da divisão estrutural da Silliker Portugal. 
A Silliker Portugal S.A., conta com muitos tipos de operações que abrangem diversas 
áreas do sector agro-alimentar: carnes e derivados, lacticínios, óleos e gorduras 
alimentares, frutos e produtos hortícolas, conservas, cereais e leguminosas, bebidas, 
gelados, condimentos e especiarias, produtos de pastelaria, pescado e derivados, 
alimentos para animais entre outros. 
Os laboratórios da empresa encontram-se divididos em três unidades independentes: 
laboratório de Físico-Química onde são executadas a maioria das técnicas clássicas de 
análise, laboratório de Métodos Instrumentais de Análise onde são realizadas técnicas 
cromatográficas e espectrofotométricas e o laboratório de Microbiologia. 
A diversidade de análises realizadas nos laboratórios permite estabelecer e controlar os 
parâmetros nutricionais dos alimentos, apoiar o controlo da produção das indústrias 
agroalimentares, efetuar a verificação de alergénios e de organismos geneticamente 
modificados e garantir a inocuidade dos alimentos através da análise de contaminantes. 
Relativamente aos contaminantes, a fim de proteger a saúde pública, é necessário 
mantê-los em níveis aceitáveis do ponto de vista toxicológico, uma vez que o 
regulamento (CE) n.º1881/2006 de 19 de Dezembro de 2006 define os teores máximos 
de alguns contaminantes, tendo em conta o risco relacionado com o consumo dos 
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Fig. 3:Alguns dos parâmetros determinados nos laboratórios Silliker. 
Relativamente ao laboratório de microbiologia, foi projetado dentro das exigências e 
padrões internacionais. Atualmente, milhares de pessoas são afetadas por intoxicações 
alimentares, apesar de toda a evolução de conhecimentos científicos e tecnológicos 
disponíveis. Por isso, é importante um controlo rigoroso. A Silliker Portugal, mais uma 
vez, oferece uma gama bastante ampla de serviços de microbiologia. 
Outro serviço prestado pela empresa é a rotulagem. Os rótulos encontrados nos 
alimentos são elementos essenciais de comunicação para consumidores. A 
preocupação com informações que sejam úteis torna-se necessária. A rotulagem 
garante que os consumidores recebam informação mais clara, completa e precisa sobre 
o teor dos alimentos, o que lhes permite fazer escolhas informadas sobre o que comem.  
A rotulagem nos alimentos segue o Regulamento (UE) nº 1169/2011[4] do Parlamento 
Europeu e do Conselho de 25 de Outubro de 2011,regulamento relativo à prestação de 
informação aos consumidores sobre os géneros alimentícios. 
Nos dias de hoje, a segurança alimentar é um fator crucial com a qual o ser humano 
tem vindo a preocupar-se cada vez mais. Por exemplo, o aumento de contaminantes 
químicos no meio ambiente é uma preocupação da segurança alimentar. Em Portugal 
a autoridade responsável pela segurança alimentar é a ASAE que tem como objetivo 
fiscalizar e prevenir o cumprimento da legislação reguladora nos setores alimentares, 
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• Foxinas T-2 e HT-2
• Metais pesados
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1.2. Enquadramento e objetivos do trabalho 
 
A união europeia, para contrariar a grave crise de segurança alimentar que assolou a 
europa nos anos 90, decidiu criar um organismo, independente mas com fundos 
comunitários, denominada autoridade europeia para a segurança dos alimentos. Este 
organismo tem como objetivo principal zelar pela segurança e qualidade dos géneros 
alimentícios. 
Em 2011, a união europeia juntamente com a autoridade europeia para a segurança 
dos alimentos editou o Regulamento (UE) n.º 1169/2011 [4] que tem por base 
salvaguardar a saúde e os interesses dos consumidores, permitindo aos consumidores 
finais escolhas fundamentadas sobre os géneros alimentícios. Este regulamento 
apresenta objetivos bem definidos de forma a permitir uma elevada defesa do 
consumidor no que diz respeito à informação sobre géneros alimentícios. Determina, 
ainda, os princípios, os requisitos e as responsabilidades gerais que estão inerentes à 
informação sobre alimentos, de um modo geral, este regulamento aplica-se a todas as 
empresas do setor alimentar. 
Atualmente, a relação entre a alimentação e a saúde é cada vez mais estreita, pois a 
alimentação é uma preocupação cada vez maior. Por isso, a determinação de todos os 
componentes existentes em cada tipo de alimento é de grande importância. A sua 
quantificação permite aumentar a perceção do valor dos produtos e permite ao 
consumidor selecionar os mais adequados à sua alimentação. 
O Estágio em Contexto Empresarial foi realizado no laboratório de métodos 
instrumentais de análise da Silliker Portugal S.A.. A realização deste estágio curricular 
teve como base desenvolver competências profissionais na utilização de técnicas 
instrumentais de análise aplicadas à segurança e qualidade alimentar, integração no 
meio empresarial, integração na rotina laboratorial e aplicação dos conceitos químicos 
adquiridos ao longo do curso. O trabalho realizado englobou: 
 A validação da determinação do teor de cafeína por cromatografia líquida de alta 
resolução (HPLC-UV/VIS) em duas matrizes diferentes de café e uma matriz de 
café descafeinado, seguindo as normas ISO 20481 e 10095. 
 A validação da determinação de ómega 3 e ómega 6, por cromatografia gasosa 
com deteção por ionização por chama (FID), em duas matrizes de fish oil e uma 
matriz de Mixed Fat Spread. 
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1.3. Determinação do teor de cafeína em produtos 
alimentares 
 
1.3.1. A cafeína 
 
A cafeína está presente em mais de 60 espécies de plantas e é o psicoativo mais 
consumido no mundo. A cafeína é um produto vegetal que se encontra nos grãos de 
café e em bebidas tais como chás, bebidas energéticas, guaraná, no cacau e no 
chocolate. Algumas bebidas contêm extratos das principais plantas que contêm o 
princípio ativo cafeína [5]: 
 
 Chá-mate: folhas e talos da Ilex paraguariensis;  
 Café: sementes da Coffea arábica;  
 Cacau: frutos da Theobroma cacao;  
 Guaraná: frutos da Paullinia cupana;  
 Coca-Cola: Cola acuminata. 
 
A cafeína está presente em alguns medicamentos de venda livre para o tratamento de 
asma, congestão nasal, dores de cabeça e para melhor desempenho atlético [6]. É um 
composto de fórmula C8H10N4O2 classificado como alcalóide do grupo das metilxantinas 
e designado quimicamente como 1,3,7-trimetilxantina (figura 4).  
 
 
Fig. 4: Fórmula de estrutura da cafeína. 
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Apresenta-se sob a forma de um pó branco, cristalino, é solúvel em água, aumentando 
a sua solubilidade com o incremento da temperatura. Entre o grupo das xantinas, a 
cafeína é a que mais atua sobre o sistema nervoso central e é considerada a substância 
psicoativa mais consumida do mundo [7,8].  
O consumo de cafeína provoca efeitos comportamentais positivos ou negativos, 
dependendo da dosagem e outros fatores que podem incluir as predisposições 
genéticas e expectativas. Uma dose entre 75 e 300 mg, geralmente, produz efeitos 
comportamentais normalmente considerados positivos: aumento da vigilância, atenção, 
excitação e velocidade do motor percetual. Quando ingerida em excesso, pode causar 
vários sintomas desagradáveis, incluindo irritabilidade, dores de cabeça, insónias, 
diarreia e palpitações do coração. A cafeína exerce efeitos inotrópicos no sistema 
cardiovascular, prolongando e intensificando o estado ativo das fibras musculares, 
aumentando sua força e frequência de contração, resultando no aumento do rendimento 
cardíaco. A meia-vida da cafeína varia de 4 a 6 horas, ou até dois dias, dependendo da 
idade, peso, sexo, estado hormonal ou o uso do contracetivo oral. Os derivados 
xantínicos são rápida e completamente absorvidos pelo trato gastrointestinal. A dose 
letal para um adulto é de cerca de 10 g, aproximadamente o conteúdo em cafeína de 
100 chávenas de café ou 50 kg de chocolate [7,8]. 
Um dos principais ingredientes do café é o alcalóide cafeína. Devido aos efeitos 
adversos que este composto pode apresentar para o organismo humano, o teor de 
cafeína nos derivados de café deve ser controlado. Em amostras de café o teor de 
cafeína não está limitado por lei [9]. 
O café descafeinado pode ser produzido por extração da cafeína de grãos verdes de 
café, usando água quente, solventes orgânicos ou o fluido supercrítico CO2. O conteúdo 
de cafeína no café descafeinado deve ser inferior a 0,1% [10]. 
A determinação de cafeína em produtos de café está padronizada na regulamentação 
ISO 20481 [9] que especifica um método para a determinação de cafeína em amostras 
de café e café descafeinado. 
1.3.2. Análise por cromatografia líquida de alta eficiência 
 
Uma pesquisa bibliográfica revela que, habitualmente, os derivados de xantinas em 
misturas complexas são determinados por cromatografia líquida de alta eficiência 
(HPLC). No caso de produtos de café, para a determinação de cafeína pode ser utilizado 
este tipo de cromatografia. A cromatografia líquida, dependo da fase estacionária 
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(líquida ou sólida), pode ser considerada como um processo de transferência de massa 
que envolve adsorção ou partição. É uma técnica de separação baseada na distribuição 
dos componentes de uma mistura entre uma fase móvel e uma fase estacionária, de 
acordo com a sua afinidade para cada uma das fases. Todos os métodos 
cromatográficos têm em comum a utilização de duas fases 
Cromatografia líquida é a designação genérica utilizada para descrever qualquer 
procedimento cromatográfico em que a fase móvel é líquida. A separação dos 
componentes de uma mistura ocorre devido a um conjunto ótimo de condições, fazendo 
com que cada componente da mistura interaja física e quimicamente com as duas fases 
de modo diferente em relação aos outros componentes da mistura.  
Em HPLC são usadas bombas de forma a passar um líquido pressurizado, normalmente 
uma mistura de solventes (fase móvel) e a amostra, através de uma coluna contendo 
um sorbente, o que provoca a separação dos componentes da amostra. Estes são 
separados uns dos outros devido aos diferentes graus de interação com as partículas 
de sorbente. A componente ativa da coluna é, tipicamente, uma substância granular 
constituída por partículas de tamanho 2-50 µm. A HPLC distingue-se da tradicional 
cromatografia líquida devido às pressões operacionais serem significativamente mais 
elevadas (50 – 350 bar) e, também, à utilização de colunas com partículas de menores 
dimensões, o que confere um maior poder de resolução na separação dos 
componentes. 
Um equipamento de HPLC inclui amostrador, bombas, detetor, colunas cromatográficas 
e injetor. Vários detetores são de uso comum, tais como UV/Vis, photodiode array ou 
espectrometria de massa. Neste trabalho foi usada HPLC com deteção por UV/Vis. Este 
tipo de detetor apresenta uma elevada sensibilidade relativamente a solutos 
absorventes da radiação UV, sendo muito sensível a variações de fluxo e temperatura. 
Todavia, exige que os solutos em estudo absorvam radiação de determinado 
comprimento de onda e que o eluente não seja absorvente de radiação com o mesmo 
comprimento de onda [11]. 
A determinação de cafeína em produtos de café, segundo ISO 20481, é parte de uma 
série de medições de controlo da sua qualidade. Neste trabalho de estágio procedeu-
se à determinação da cafeína em amostras de café com base na referida norma. De 
acordo com a bibliografia, a HPLC é a técnica mais adequada para a determinação de 
derivados de xantinas, neste caso, a cafeína, após a respetiva extração de uma mistura 
complexa [10]. 
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1.4. Importância da análise das gorduras 
 
Naturalmente, os alimentos apresentam gorduras. Os consumidores frequentemente 
associam a ingestão de gorduras a problemas de saúde. Esta associação deve-se ao 
facto da incorreta ligação de ideias que relacionam todas as gorduras com a obesidade 
e outras patologias nomeadamente colesterol, enfarte, hipertensão. Trata-se de uma 
generalização, uma vez que as gorduras não são prejudiciais, sendo mesmo essenciais 
para a nossa saúde, quando ingeridas nas devidas proporções e quantidades, com os 
restantes alimentos.  
As gorduras são básicas para o normal funcionamento do organismo humano, fazendo 
parte da nossa composição como funções estruturais, como constituintes das 
membranas celulares, e como precursores ou componentes de substâncias bioativas, 
com atividade metabólica. No entanto, por outro lado, as gorduras constituem uma fonte 
de energia (9 kcal/g de gordura). A moderação do seu consumo é essencial para evitar 
os problemas inerentes à sua ingestão em excesso, sobretudo no que diz respeito às 
gorduras animais, devido ao seu grau de saturação [12]. 
A Organização Mundial de Saúde (OMS), recomenda um consumo de gorduras entre 
15-30% (das quais menos de 10% sejam obtidas a partir de gorduras saturadas). No 
entanto, mais de 30% da fonte de energia diária provém do consumo de gorduras, valor 
que está acima dos valores recomendados pela OMS. Face a estes resultados é 
possível compreender a importância e a necessidade de determinar os ácidos gordos 
nos alimentos, de forma a possibilitar um aumento do controlo da quantidade e do grau 
de saturação de gorduras que ingerimos [13].  
 
1.4.1. Os ácidos gordos 
 
Os lípidos são uma classe de moléculas que inclui subclasses, os triglicéridos 
(compostos por 3 ácidos gordos ligados ao esqueleto de glicerol), os ácidos gordos 
livres (não ligados a qualquer outra molécula), os esteróis (p. ex. o colesterol), os 
fosfolípidos, entre outros grupos de compostos. A classificação como lípido baseia-se 
na sua solubilidade em solventes orgânicos (apolares ou de baixa polaridade). Os 
lípidos também podem ser classificados como hidrolisáveis ou não-hidrolisáveis. Os 
primeiros, por clivagem hidrolítica, decompõem-se em duas ou mais moléculas simples, 
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em presença de um ácido, de uma base ou de uma enzima digestiva. Todos os lípidos 
hidrolisáveis contêm, pelo menos, um grupo éster, sendo que alguns também contêm 
grupos amida, fosfato ou acetato. Os lípidos hidrolisáveis incluem triacilgliceróis, ceras, 
glicerofosfolípidos e esfingolípidos e todos eles incluem na sua composição ácidos 
gordos. Os não-hidrolisáveis não sofrem clivagem hidrolítica. Este grupo inclui os 
esteróis, eicosanóis e vitaminas lipossolúveis [14]. 
Os ácidos gordos são derivados de hidrocarbonetos compostos por uma longa cadeia 
alifática não ramificada e por um grupo carboxílico, de forma geral CnH2n+1COOH,e 
fazem parte da constituição das gorduras. Os ácidos gordos são armazenados no tecido 
adiposo sob a forma de triglicerídeos, vulgarmente designados por gorduras. Cada 
molécula de ácido gordo apresenta numa extremidade (alfa) um grupo carboxilo (-
COOH) e na outra (ómega) um grupo metilo (CH3) não funcional [15].Os ácidos gordos 
podem ser classificados como insaturados ou saturados. Se um determinado ácido 
gordo apresentar uma ou mais ligações duplas, será classificado como monoinsaturado 
ou polinsaturado, respetivamente. 
Existem diferentes nomenclaturas para designar os ácidos gordos. É frequente dar 
prioridade à localização da ligação dupla mais próxima do grupo terminal metilo. 
Normalmente, as fórmulas dos ácidos gordos apresentam-se de forma simplificada 
segundo a fórmula n1:n2n3, indicando n1 o número de átomos de carbono, n2 o número 
de ligações duplas e n3 o número do átomo de carbono mais próximo do grupo terminal 
metilo em que se encontra a primeira ligação dupla. Para o ácido oleico, por exemplo, 
cuja a fórmula de estrutura é CH3(CH2)7CH꞊CH(CH2)7COOH, a nomenclatura abreviada 
corresponde a 18:1n9 ou 18:1ω9[16]. 
 
1.4.1.1. Ácidos gordos saturados 
 
Os ácidos gordos saturados têm fórmula geral CH3-(CH2)-nCOOH, em que n varia, 
geralmente, de 2 a 22. 
O consumo excessivo de gordura saturada está associado ao aumento do risco de 
doenças dos aparelhos circulatório e cardíaco, aumento do colesterol sanguíneo, 
particularmente do colesterol LDL (“mau colesterol”), doença aterosclerótica, entre 
outras. Desta forma, é recomendado que a ingestão de gorduras saturadas não 
represente mais do que 10% do valor energético total.  
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São exemplos de alimentos ricos em gordura saturada: manteiga, queijos gordos, 
produtos de salsicharia e charcutaria, banha de porco, óleo de palma, óleo de coco, 
gordura da carne de vaca, entre outros [16,17]. 
 
1.4.1.2. Ácidos gordos insaturados 
 
Os ácidos gordos monoinsaturados caracterizam-se por apresentarem apenas uma 
ligação dupla, variando o número de átomos de carbono entre 10 e 30. O ácido gordo 
monoinsaturado mais consumido é o oleico.   
Estes ácidos gordos são os que o nosso organismo melhor tolera. O seu consumo está 
diretamente relacionado com a diminuição da fração LDL do colesterol sanguíneo (“mau 
colesterol”) e com a manutenção da integridade celular. Este tipo de ácidos gordos 
raramente origina lesões celulares por não promover a formação de radicais livres.  
Os polinsaturados contêm, em geral, um número par de átomos de carbono, duas a sete 
ligações duplas separadas por uma ponte metilénica e apresentam a configuração cis.  
Os ácidos gordos polinsaturados são componentes cruciais da nossa alimentação. 
Desempenham papéis essenciais na resposta à infeção, são fundamentais no 
crescimento e desenvolvimento do nosso organismo, na produção de metabolitos 
essenciais que contribuem de modo decisivo para a modelação da resposta 
cardiovascular, entre muitas outras funções. No seu conjunto estes ácidos são 
considerados essenciais, uma vez que o nosso organismo não os consegue sintetizar a 
partir de outras substâncias, daí a necessidade de serem fornecidos pelo regime 
alimentar.  
Entre os ácidos gordos polinsaturados, figuram ácidos gordos da série ómega 3 e os 
ácidos gordos da série ómega 6, que se distinguem com base na sua estrutura química 
e nas diferentes funções que cada um desempenha.  
São boas fontes de gordura polinsaturada: óleos vegetais, frutos oleaginosos, cereais 
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1.4.2. Ómega 3 e ómega 6 
 
Quimicamente, os ácidos gordos da série ómega 3 caracterizam-se por apresentarem 
na sua constituição uma ligação dupla no terceiro átomo de carbono contado a partir do 
último grupo metilo. Já os ácidos gordos da série ómega 6 caracterizam-se por 
possuírem uma ligação dupla no sexto átomo de carbono a contar do último grupo metilo 
[15]. 
Os ácidos gordos ómega 3 e ómega 6, são componentes importantes das membranas 
celulares, constituindo em simultâneo precursores para variadas substâncias do nosso 
organismo, tais como as envolvidas na manutenção da pressão arterial e na reposta 
inflamatória. Atualmente há cada vez mais evidências que suportam a teoria de que os 
ácidos gordos ómega 3 apresentam um papel protetor contra doenças cardíacas e 
efeitos anti-inflamatórios Existe também um crescente interesse no papel dos ácidos 
ómega 3 na prevenção da diabetes e de determinados tipos de cancro[17].Quando 
consumidos em excesso, podem ter efeitos prejudiciais para a saúde, tais como o 
envelhecimento celular precoce, alterações estruturais das membranas celulares, 
anomalias na multiplicação celular e indução do aparecimento de carcinomas, formação 
abundante de compostos que facilitam o entupimento dos vasos sanguíneos, etc. [15]. 
Normalmente, o organismo humano tem a capacidade de produzir todos os ácidos 
gordos que necessita, com a exceção de dois: o ácido linoleico, LA, (um ácido gordo 
ómega 6) e o ácido alfa-linolénico, ALA, (um ácido gordo ómega 3). Estes ácidos gordos 
devem de ser obtidos a partir da alimentação e são denominados “ácidos gordos 
essenciais”. Os ácidos ALA e LA podem ser encontrados nos óleos de vegetais e 
sementes. Apesar dos níveis de LA serem normalmente muito mais elevados do que os 
de ALA, os óleos de colza e noz são boas fontes destes últimos. Ambos os ácidos 
gordos são fundamentais para o normal crescimento e reparação do organismo, 
podendo ser também utilizados para a produção de outros ácidos gordos como, por 
exemplo, o ácido araquidónio (AA) que é obtido a partir do LA. Todavia, uma vez que a 
conversão dos ácidos gordos ómega 3, do ácido eicosapentenóico (EPA) e do ácido 
docosahexanóico (DHA) é limitada, é recomendado que fontes destes sejam também 
incluídas na dieta. O EPA e o DHA podem ser encontrados nos óleos de peixe (por ex. 
salmão, cavala e arenque). O AA, pode ser obtido a partir de fontes animais tais como 
carne ou gema de ovo [17]. Na figura 5apresentam-se alguns exemplos de ácidos 
gordos ómega 3 e 6. 
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Fig. 5:Exemplos de ácidos gordos ómega 3 e 6 [17]. 
O LA e o ALA competem no organismo pelo metabolismo da enzima ∆6-desnaturase. 
Tem sido sugerido que esta situação é importante para a manutenção da saúde, uma 
vez que um consumo muito elevado de LA poderá reduzir a quantidade de∆6-
desnaturase disponível para o metabolismo do ALA, potenciando, assim, o aumento de 
doença cardíaca. Esta situação tem sido suportada por dados que demonstram que nos 
últimos 150 anos, o consumo de ómega 6 tem vindo a aumentar enquanto o consumo 
de ómega 3 tem vindo a diminuir, paralelamente a um aumento das doenças cardíacas. 
Assim, foi desenvolvido o conceito de um rácio entre os ácidos gordos ómega 6 e os 
ácidos gordos ómega 3 na dieta [17]. 
Pelo referido, compreende-se a necessidade de controlo dos teores de ómega 3 e 6 em 
alimentos. 
As determinações de ácidos gordos ómega 3 e 6 que são efetuadas na Silliker Portugal, 
S.A. são baseadas nas normas ISO 15885 para produtos lácteos, regulamento CE 
2568/91, para azeites ISO 12966 e PAFQ 064 para alimentos em geral. 
Depois de um processo de extração adequado da gordura, a quantidade de ésteres 
metílicos de ácidos é determinada por cromatografia gasosa.  
 
 
1.4.3. Análise por cromatografia gasosa 
 
A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica de separação dos componentes de misturas 
de substâncias voláteis. Um cromatógrafo gasoso apresenta na sua constituição, um ou 
mais injetores, um forno que suporta a coluna cromatográfica e um ou mais detetores 
Na figura 6 encontra-se uma representação esquemática dos componentes principais 
de um cromatógrafo gasoso. 
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Fig. 6:Principais componentes de um cromatógrafo gasoso. 
Em cromatografia gasosa as amostras podem ser introduzidas no injetor por intermédio 
de uma seringa. A amostra é arrastada pela fase móvel (gás de arraste) ao longo da 
coluna cromatográfica. Pela aplicação de um programa de temperatura do forno os 
diferentes compostos são separados. Ao longo da coluna cromatográfica os compostos 
deslocam-se a velocidades influenciadas não só pelo grau de interação com a fase 
estacionária, mas também pelo ponto de ebulição. Assim, as espécies que apresentam 
menor afinidade com a fase estacionária têm tendência a eluir mais cedo e, 
consequentemente, apresentar um tempo de retenção inferior. À medida que as 
substâncias eluem da coluna cromatográfica são detetadas pelo sistema detetor. Neste 
trabalho, foi utilizado um detetor de ionização de chama (FID). Neste tipo de detetor, os 
compostos ao saírem da coluna sofrem pirólise à temperatura da chama, produzindo-
se iões e eletrões. A área do pico cromatográfico obtido correlaciona-se com a 
concentração do analito [18]. 
 
1.5. Gestão do sistema de controlo de qualidade de 
resultados analíticos 
O grupo Silliker garante que os resultados analíticos que apresenta são fidedignos. A 
empresa assegura a qualidade dos mesmos com a realização de auditorias internas e 
externas e participa, a nível nacional e internacional, em circuitos de ensaios de 
comparação interlaboratorial (ECI). Adicionalmente, a empresa não se limita a realizar 
ensaios periódicos. Diariamente utiliza o daily process control (DPC) que varia de 
método para método, realiza ensaios em duplicado, análise de padrões de controlo, 
ensaios de fortificação, ensaios de branco e ensaios cegos. 
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1.5.1. Daily process control 
Um dos processos mais utilizados no laboratório de análises é o DPC, em que é utilizado 
um material de referência. O material deve ser introduzido na sequência de análise, para 
que seja sujeito às mesmas condições que as restantes amostras. ODaily Process 
Control Sample (DPCs) que se utiliza está diretamente relacionado com o tipo de matriz 
e análise que se pretende. Quando durante um período de tempo as variações entre os 
resultados obtidos com o DPCs são explicadas apenas por erros aleatórios, sem 
tendências significativas, diz-se que o processo está sob controlo. Geralmente, o DPCs 
é controlado estatisticamente através de uma carta de controlo [19]. 
1.5.2. Cartas de controlo 
 
As cartas de controlo constituem um dos aspetos mais importantes relativamente aos 
padrões de qualidade. Estas caraterizam-se por uma comparação gráfica cronológica 
do resultado da análise de uma amostra com os limites que identificam a variabilidade 
dentro da qual esse resultado pode oscilar, quando a análise química é executada em 
condições normais. A carta de controlo dá a conhecer o comportamento da análise 
química quanto a: variabilidade normal, valor da tendência central a longo prazo e 
continuidade da variabilidade. As cartas de controlo são de enorme importância para 
quem executa trabalhos no controlo de qualidade, dado que as cartas de controlo 
permitem fornecer informações viáveis sobre quando se deve ou não atuar na análise 
química e fornecem informações relativamente ao comportamento da análise química, 
o seu comportamento pode ser melhorado reduzindo a sua variabilidade. A carta de 
controlo permite também que a comunicação interlaboratorial seja mais facilitada entre 
os vários analistas e, por último, as cartas de controlo distinguem os erros sistemáticos 
dos erros aleatórios, fornecem uma avaliação correta do problema a ser corrigido.  
As cartas permitem detetar possíveis situações anormais que possam ocorrer durante 
a execução dos métodos de ensaio, verificando se o processo está sob controlo. As 
cartas de controlo de médias ou de indivíduos representam ao longo do tempo um 
determinado parâmetro, ou uma média, em função do teor analítico. Nestas cartas existe 
uma linha central (LC) que corresponde à média das leituras efetuadas ou à média dos 
desvios verificados e duas linhas de aviso, a inferior e a superior, que se definem a partir 
da linha LC por LC±2s (s representa o desvio padrão da grandeza a ser controlada). 
Estas linhas permitem avisar visualmente o analista que poderá estar numa zona de 
perigo. As duas linhas de limite, superior e inferior de controlo correspondem ao valor 
LC±3s. Quando os resultados saem fora deste limite de controlo significa que poderá 
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haver erros que podem afetar os resultados, sendo assim necessário parar o processo 
e analisar a causa do erro. Na figura 7 é apresentado um exemplo de carta de controlo 
de médias ou de indivíduos, onde se pode verificar as linhas superior e inferior de 
controlo, que permitem ao operador saber se tem ou não o processo sob controlo. 
Nas cartas de amplitude ou de amplitudes móveis faz-se uma representação, ao longo 
do tempo, da diferença ou amplitude de valores entre vários ensaios repetidos (dois ou 
mais) do mesmo material, ou de materiais diferentes, mas dentro de uma determinada 
gama de concentrações. Nestas cartas, geralmente existem três linhas de apoio, a linha 
central (R) que corresponde à média das leituras efetuadas ou à média dos desvios 
determinados com pelo menos 10 réplicas. A linha de aviso, LA corresponde a 2,512 
vezes a linha central (R) e a linha LC corresponde a 3,267 vezes a linha central (R). 
Caso um dos pontos exceda os limites de controlo superior e inferior (LCS e LCI) são 
aplicadas medidas corretivas. Estas medidas dependem do objeto da carta de controlo, 
isto é, as medidas a aplicar são diferentes para os padrões de controlo, parâmetros da 
curva de calibração, duplicados de amostra e taxas de recuperação. Não são aplicadas 
medidas corretivas apenas quando um ponto exceda os limites de controlo mas, 
também, quando oito pontos consecutivos se localizam todos acima ou todos abaixo do 
limite central. Se o ponto seguinte quebrar a tendência pode-se continuar a aceitar os 
resultados analíticos [20]. 
 
Fig. 7:Exemplo de carta de controlo de médias ou de indivíduos. 
 
 
1.5.3. Amostras Cegas 
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As amostras cegas têm como utilidade conhecer a precisão ou exatidão dos resultados 
produzidos, podendo ser um meio de avaliar o desempenho dos analistas. As amostras 
cegas podem ser materiais de referência certificados, materiais de referência internos 
ou até amostras previamente ensaiadas. Estes ensaios apresentam como principal 
objetivo o controlo dos resultados do analista [19]. 
 
1.5.4. Amostras em duplicado 
 
A análise de amostras em duplicado tem como objetivo detetar erros acidentais e 
controlar o cumprimento da repetibilidade. Esta análise não garante a exatidão do 
resultado pois, se houver erro sistemático, ambos os duplicados também o apresentam. 
Contudo, se ocorrer um erro acidental apenas num dos duplicados, o valor médio será 
afetado por um erro menor. O aumento do número de repetições permite uma confiança 
razoável no resultado médio, por poder ocorrer compensação de erros acidentais. Esta 
ferramenta deve ser utilizada para processos com várias etapas, onde a exposição ao 
erro é maior [19]. 
 
1.6. Validação de método analíticos 
 
A validação dos métodos analíticos tem como principal objetivo a uniformização de 
critérios utilizados para demonstrar que um método interno de ensaio, nas condições 
em que é praticado, tem as características necessárias para a obtenção de resultados 
com a qualidade exigida.  
Um método de ensaio é um processo que envolve manipulações suscetíveis de 
acumularem erros (sistemáticos e/ou aleatórios) podendo, assim, em algumas 
situações, alterar de forma significativa o valor do resultado final.  
É crucial que os laboratórios disponham de meios e critérios objetivos, para 
demonstrarem, através da validação, que os métodos internos de ensaio que executam 
conduzem a resultados credíveis e adequados à qualidade pretendida. Os requisitos 
mínimos para a validação de métodos internos de ensaio dependem do tipo de método 
em causa e compreendem o estudo e conhecimento dos parâmetros seguintes: gama 
de trabalho, linearidade, limiares analíticos (limite de deteção e de quantificação), 
exatidão, sensibilidade, precisão, especificidade/seletividade, robustez. 
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Por fim, é importante referir que a validação é um método dinâmico, presente no início 
do desenvolvimento do método e, posteriormente, segundo um plano de revalidação 
periódica, de acordo com as características e complexidade do método. Salienta-se 
ainda que quando houver alterações a um método de ensaio é necessário proceder a 
nova validação [19,21] 
 
1.6.1. Traçado da curva de calibração 
 
A curva de calibração, em determinações quantitativas, relaciona a resposta do 
instrumento com as concentrações conhecidas do analito. Para a calibração analítica 
do equipamento é preparado um conjunto de soluções padrão em que a concentração 
do analito é conhecida. As soluções padrão são analisadas no equipamento, nas 
mesmas condições das amostras a analisar. Cada amostra gera um sinal proporcional 
à concentração do analito, estabelecendo-se uma curva de calibração a partir da qual, 
por interpolação, é possível a determinação da concentração do analito nas amostras. 
Na curva de calibração, caso se utilize o método dos mínimos quadrados, o eixo do y 
corresponde sempre à resposta instrumental do equipamento e o eixo do x corresponde 
sempre às concentrações dos padrões, visto que se assume que os erros associados 
aos valores de x são desprezáveis em relação aos de y. Se a curva de calibração 
representar uma função polinomial, ou seja, uma reta, e caso se utilize o método dos 
mínimos quadrados para as regressões lineares, prevê-se que os erros apresentam 
uma distribuição normal e que existe homogeneidade de variâncias ao longo da reta. 
Relativamente ao coeficiente de correlação (r), as curvas de calibração, normalmente, 
devem apresentar valores superiores a 0,995 [21]. 
 
1.6.2. Gama de trabalho 
 
Quando se utiliza uma metodologia que envolve o traçado de uma curva de calibração, 
a gama de trabalho pode ser avaliada pelo teste de homogeneidade das variâncias. 
Recomenda-se a norma ISO 8466-1 para modelos lineares e a norma ISO 8466-2 para 
modelos polinomiais de 2º grau. O recurso a ajustes polinomiais deve ser devidamente 
fundamentado. De acordo com a norma ISO 8466-1 são recomendados dez pontos de 
calibração, não devendo ser em número inferior a cinco, distribuindo-se de igual modo 
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A linearidade de um método analítico corresponde à zona em que a resposta varia 
linearmente com a concentração do analito, numa determinada gama. Para tal, a partir 
de um número mínimo de cinco padrões constrói-se uma curva de calibração através 
de regressão linear.  
Para determinar a linearidade poder-se-á também recorrer a uma representação gráfica 
da função linear de 1º grau juntamente com a avaliação do coeficiente de correlação. 
Este teste de linearidade deve ser bem interpretado, pois os coeficientes de correlação 




1.6.3. Limiares analíticos 
 
Os limites analíticos, limite de deteção e limite de quantificação podem ser entendidos 
conforme a recomendação da IUPAC ou a norma ISO 11843.De acordo com a IUPAC, 
os limites analíticos podem ser classificados em limites de deteção e de quantificação 
da técnica experimental e em limites de deteção e de quantificação do método analítico. 
Já a norma ISO 11843, em comparação com as recomendações da IUPAC, não faz 
referência aos limites de deteção e de quantificação da técnica instrumental. São criados 
dois novos parâmetros: valor crítico e valor mínimo detetável. Neste trabalho de estágio, 
determinou-se apenas os limiares analíticos do método analítico, de acordo com a 
recomendação da IUPAC. 
 
1.6.3.1. Limiares analíticos da técnica experimental 
 
O limite de deteção pode ser definido como a concentração mínima do analito que pode 
ser detetada pelo método, mas não necessariamente quantificada com rigor estatístico. 
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O limite de deteção caracteriza a zona analítica que distingue amostra do branco. O 
limite de deteção da técnica experimental pode ser calculado de acordo com a equação.  
𝐿𝐷𝑠 =  𝑆𝑏  +  3,3. 𝑠𝑏  
 
em que 𝑆𝑏 é uma boa aproximação da ordenada na origem da curva de calibração e sb 
uma boa aproximação do desvio padrão residual da curva de calibração. Relativamente 
ao limite de quantificação, corresponde ao início do intervalo em que o coeficiente de 
variação (incerteza relativa) do sinal analítico se reduziu a valores razoáveis para ser 
possível efetuar uma deteção quantitativa. O limite de quantificação da técnica 
experimental pode ser calculado a partir da seguinte equação: 
𝐿𝑄𝑠 =  𝑆𝑏  +  10𝑠𝑏  
 
Estas duas expressões são meramente informativas, uma vez que ao longo do estágio 
determinou-se os limiares analíticos do método. 
 
 
1.6.3.2. Limiares analíticos do método analítico 
 
O limite de deteção, LDC, e de quantificação, LQC. do método analítico podem ser 












em que Sy/x representa o desvio padrão residual da curva de calibração e b o declive da 
mesma. 















A exatidão exprime o grau de concordância entre o resultado obtido e o valor verdadeiro. 
Este termo é afetado, essencialmente, por erros sistemáticos. No entanto, a exatidão 
quando aplicada a um conjunto de resultados de um ensaio, implica uma combinação 
de componentes de erros aleatórios (precisão) e componentes de erros sistemáticos. 
Geralmente, os processos utilizados para avaliar a exatidão de uma metodologia são os 




A precisão de um método avalia o grau de concordância entre uma série de 
resultados/determinações independentes de uma amostra homogénea a partir da 
reprodução do mesmo procedimento e condições. Este parâmetro é expresso pelo 






 100  
 
em que 𝑠 representa desvio padrão das medições e  a média aritmética das medições. 
A precisão é avaliada a nível de repetibilidade, precisão intermédia e reprodutibilidade.  
Para o ensaio de repetibilidade as determinações devem ser realizadas nas mesmas 
condições e num curto espaço de tempo. A precisão intermédia avalia a variação 
intralaboratorial, em que se varia os analistas, os dias de análise ou os equipamentos, 
por exemplo. A reprodutibilidade avalia a variação interlaboratorial, ou seja, utiliza-se o 
mesmo método e amostras iguais mas em condições diferentes. Esta avaliação apenas 
é exigida quando se pretende padronizar o procedimento analítico para a sua utilização 
como método de referência normalizada [21]. 









A repetibilidade corresponde à precisão de um método analítico, quando efetuado sobre 
uma mesma amostra e em condições idênticas, nomeadamente no mesmo laboratório, 
pelo mesmo analista, no mesmo equipamento e em curtos intervalos de tempo. Para 
avaliar a repetibilidade, neste projeto de estágio determinou-se o limite de repetibilidade 
para diferentes ensaios. Este limite corresponde ao valor abaixo do qual se deve situar, 
com uma certa probabilidade (habitualmente 95%), a diferença entre dois resultados de 
ensaio obtidos em condições de repetibilidade.  
A repetibilidade de um método, quando estudada no próprio laboratório, é determinada 
efetuando-se uma série de medições (n ≥ 10) sobre uma mesma amostra ou padrões, 
em condições de repetibilidade. O limite de repetibilidade para um nível de confiança de 
95% é determinado com base na seguinte expressão [21]: 
r =  t. √2. 𝑆𝑟𝑖 = 1,96. √2. 𝑆𝑟𝑖  
 
em que 𝑆𝑟𝑖 representa o desvio padrão de repetibilidade associado aos resultados 
considerados. 




 Precisão intermédia 
 
A precisão intermédia corresponde à precisão avaliada sobre uma mesma amostra (ou 
amostras idênticas), utilizando o mesmo método e no mesmo laboratório, fazendo variar 
uma ou mais condições tais como: diferentes analistas, diferentes equipamentos, 




A sensibilidade avalia a capacidade de um método ou equipamento para distinguir 
pequenas diferenças de concentração de um analito. Pode ser definida como o 
FCUP 





quociente entre o acréscimo do valor lido (△L) e a variação da concentração (△C) 








A sensibilidade tem muito interesse pelo seu aspeto relativo, isto é: 
 quando se compara a sensibilidade de vários métodos analíticos baseados em 
modelos lineares, para um mesmo analito; 
 quando se compara a sensibilidade para vários analitos. 
Na prática, a sensibilidade é controlada através da derivada de primeira ordem da 




A seletividade avalia a capacidade de um método identificar e distinguir um analito numa 
mistura complexa sem interferência de outros componentes. Esta característica é 
essencialmente função do princípio de medida utilizado, mas depende, no entanto, do 
tipo de compostos a analisar.  
Um método diz-se específico quando permite discriminar o analito relativamente a 
outras substâncias, eventualmente presentes na amostra a analisar, isto é, quando 
oferece garantias de que a grandeza medida provém apenas do analito. Assim, é 
necessário averiguar a possível interferência de outras substâncias eventualmente 
presentes na amostra, utilizando para o efeito uma amostra complexa (multi-
componente).
Para avaliar as interferências poder-se-á realizar testes de recuperação utilizando uma 
série de amostras com a mesma matriz, em que apenas varia a concentração do analito 
em proporções bem conhecidas e ao longo de toda a gama de trabalho. Convém que 
as amostras sejam analisadas em duplicado e em condições de repetibilidade.  
Um método analítico é considerado aplicável (especifico e seletivo) quando na prática, 
e após a realização de testes de recuperação, se verificar que as taxas de recuperação 
são próximas de 100%. O êxito das taxas de recuperação depende obviamente do tipo 
de metodologia praticada, isto é, se para alguns métodos se admite intervalos de 
 
26 FCUP 
Aplicação de técnicas cromatográficas à informação nutricional 
 
recuperação mais alargados devido às próprias características do método, para outros 
não poderão ser tolerados grandes intervalos. Caberá ao laboratório, que realiza 
ensaios de recuperação, ter critérios de aceitação relativos às taxas de recuperação 




Um método diz-se robusto quando fornece resultados constantes consoante pequenas 
variações das condições experimentais. A avaliação da robustez indica a fidelidade do 
método perante um uso rotineiro, servindo de base para estabelecer as condições mais 





































2. Execução experimental 
 
Neste capítulo apresentam-se os procedimentos experimentais seguidos para determinação 
do teor de cafeína em amostras de café e café descafeinado e de ácidos gordos, ómega 3 e 
6, em alimentos. Referem-se, também, processos de preparação de amostras de tipo 
diferente dos tipos de amostras cujas análises fazem parte dos objetivos do trabalho, dado 
que numa etapa de contacto e integração nas atividades do laboratório da empresa se 
colaborou nessas determinações. 
 
2.1. Método de determinação de cafeína em amostras de café e 
café descafeinado 
 
A determinação qualitativa e quantitativa de cafeína em amostras de café e café descafeinado 
foi efetuada com base na norma ISO 20481 [9]. 
 
2.1.1 Reagentes e solventes 
 
Foram utilizados os reagentes óxido de magnésio (Merck) e cafeína com grau de pureza 99% 
(Sigma- Aldrich) e os solventes metanol e etanol com grau de pureza  99% (VWR prolab 
chemical). 
Como material de referência foi utilizado coffee ground do programa de avaliação do 
desempenho de análise de alimentos (FAPAS, Food Analysis Performance Assessment 
Scheme). 
 
2.1.2 Material e instrumentação 
 
Na preparação das amostras, além de material de uso corrente no laboratório, foi utilizada 
uma balança analítica (0,1 mg), SARTORIS BP221Se filtros de membrana de 0,45 µm de 
porosidade, para filtração dos extratos. Para as determinações cromatográficas foi usado um 
equipamento de cromatografia líquida de alta eficiência da marca Agilent Techonologies 1200 
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series equipado com uma coluna para HPLC-UV/VIS, de fase inversa (RP), FORTIS 5μm 
universil C18 250 x 4,6mm, um detetor de UV, um amostrador automático e um sistema de 
aquisição de dados, da marca Agilent Techonologies. 
2.1.3 Procedimento experimental 
 
2.1.3.1Preparação de soluções  
 
 Soluções padrão de cafeína 
Para a construção das retas de calibração, preparou-se uma solução padrão com uma 
concentração de 500,0 mg/L (125 mg de cafeína em 250,00 mL de uma mistura de 
etanol/água (1:4 v/v)) a partir da qual, por diluições sucessivas, foram preparadas soluções 
padrão com as seguintes concentrações: 100,0, 75,0; 50,0; 25,0; 10,0, 8,0, 6,0, 4,0 e 2,0 mg/L. 
 
2.1.3.2 Preparação das amostras 
 
Em geral, foi utilizada uma massa de amostra de cerca de 1 g (rigorosamente pesada), à qual 
se adicionou 5,00 g de óxido de magnésio e 200,0 mL de água desionizada. A solução foi 
aquecida num banho termostatizado a 90 °C, durante 20 minutos. De 10 em 10 minutos foi 
submetida a agitação manual. Após arrefecimento da solução até à temperatura ambiente, 
perfez-se o volume com água desionizada. 
Posteriormente, as soluções foram filtradas através de um filtro de seringa de 0,45 µm, 
diretamente para um vial de 2 mL. 
 
2.1.3.3 Condições cromatográficas 
 
Na tabela 1 encontram-se descritas as condições operacionais mais adequadas para a 
determinação do teor de cafeína. Numa primeira etapa o eluente foi filtrado. Relativamente ao 











Tabela 1:Condições cromatográficas para a determinação do teor de cafeína. 
Condições cromatográficas 
Composição da fase móvel Mistura de metanol/água (40:60 v/v) 
Fluxo  1,0 mL/min 
Volume de injeção 20 μL 
Tempo de análise 10Minutos 
Comprimento de onda de 
deteção 
272 nm 
Temperatura  Ambiente 
 
 
2.2. Método de avaliação de ácidos gordos, ómega 3 e 6, em 
alimentos 
 
A extração e quantificação dos ácidos gordos, nomeadamente ómega 3 e 6, foi efetuada com 
base na norma AOAC- 996.06 [22]. 
 
2.2.1Reagentes e solventes 
 
Utilizaram-se os reagentes ácido clorídrico a35 % (VWR prolab chemical), pirogalol (Sigma-
Aldrich), amoníaco a 25%, trifluoreto de boro a 20% em metanol e sulfato de sódio anidro. 
Usou-se ainda uma mistura de ésteres metílicos de ácidos gordos (Supelco C38 FAME MIX 
(47885-U) (Sigma-Aldrich) e tritidecanoato de glicerilo com um grau de pureza de 99% 
(Triglicérido C13:0) (Sigma-Aldrich). Os solventes usados foram: éter dietílico e éter de 
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Na preparação das amostras, além de material de uso corrente no laboratório, foi utilizada 
uma balança analítica (0,1 mg),Sartoris BP221S, um banho termostatizado com agitação da 
Julabo SW22, um evaporador rotativo com banho de água e uma unidade de vácuo da Buchi, 
um vórtex da Velp scientific ZX3 advanced córtex mixed e vials para o GC com uma 
capacidade de 2 mL. 
Para as determinações cromatográficas foi usado um equipamento de cromatografia gasosa 
da Agilent technologies 7820A equipado com uma coluna capilar, Supelco SP-2560, (Supelco 
24056), 100 m x 0,25 mm x 0,20 µm, ou equivalente, um detetor de ionização de chama (FID) 
e um sistema de aquisição de dados, da marca Agilent tecnologies. 
 
2.2.3 Procedimento experimental 
 
A extração da matéria gorda é feita por hidrólise, ácida para grande maioria dos alimentos, 
básica no caso dos produtos lácteos, e por combinação das duas para queijos, iogurtes e 
alimentação infantil à base de leite. O pirogalol (1,2,3-benzenotriol) é adicionado para 
minimizar a degradação oxidativa dos ácidos gordos durante a análise. Uma quantidade 
conhecida de triglicérido C13:0 é adicionada à mistura de padrões ésteres metílicos de ácidos 
gordos e a cada amostra como padrão interno, a fim de quantificar os ácidos gordos. A matéria 
gorda é extraída com éter dietílico e metilada com uma solução de trifluoreto de boro em 
metanol (formação dos ésteres metílicos dos ácidos gordos). Posteriormente, a mistura é 
injetada no sistema cromatográfico e os ácidos gordos são detetados por cromatografia 
gasosa com detetor de ionização de chama. A identificação dos ácidos gordos é feita através 
da análise de uma mistura padrão C38 FAME MIX (uma mistura de 38 ésteres metílicos de 
ácidos gordos) que permite identificar a ordem de eluição dos ácidos gordos presentes. Os 
ácidos gordos identificados e quantificados são convertidos matematicamente em triglicéridos 
(recorrendo a fatores de conversão), correspondendo a soma destes ao valor da matéria 
gorda total da amostra. Na tabela 2 encontram-se representados os ácidos gordos presentes 
na mistura de ésteres metílicos de ácidos gordos e os respetivos fatores de conversão 













Tabela 2:Valores dos fatores de conversão FAME/triglicérido e FAME/ácido gordo. 
Designação Fórmula fTGi fAGi Designação Fórmula fTGi fAGi 
Ác. Butírico C04:0 0,9868 0,8627 Ác. Linolelaídico C18:2n6t 0,9954 0,9524 
Ác. N-hexanóico C06:0 0,9897 0,8923 Ác. Trans-linolénico C18:3t 0,9954 0,9520 
Ác. N-octanóico C08:0 0,9915 0,9029 Ác. Alfa-linolénico C18:3n3c 0,9954 0,9520 
Ác. N-decanóico C10:0 0,9928 0,9114 Ác. Gama-linolénico C18:3n6c 0,9954 0,9520 
Ác. N-undecanóico C11:0 0,9933 0,9247 
Ác. 
Octadecatetraenóico 
C18:4n3c 0,9954 0,9520 
Ác. Láurico C12:0 0,9937 0,9300 Ác. Araquídico C20:0 0,9959 0,9570 
Ác. Tridecanóico C13:0 --- --- Ác. Eicosenóico C20:1n7c 0,9959 0,9568 
Ác. Mirístico C14:0 0,9945 0,9421 Ác. Eicosenóico C20:1n9c 0,9959 0,9568 
Ác. Miristoleico C14:1n9c 0,9944 0,9417 Ác. Eicosadienóico C20:2n6c 0,9958 0,9565 
Ác. N-
pentadecanóico 
C15:0 0,9948 0,9453 Ác. Eicosatrienóico C20:3n3c 0,9958 0,9562 
Ác. Pentadecenóico C15:1n5c 0,9947 0,9449 Ác. Eicosatrienóico C20:3n6c 0,9958 0,9562 
Ác. Palmítico C16:0 0,9950 0,9481 
Ác. 
Eicosatetraenóico 
C20:4n3c 0,9958 0,9560 
Ác. Palmitoleico C16:1n7c 0,9950 0,9477 
Ác. 
Eicosatetraenóico 
C20:4n6c 0,9958 0,9560 
Ác. 
Hexadecadienóico 
C16:2n4c 0,9950 0,9477 
Ác. 
Eicosapentaenóico 
C20:5n3c 0,9958 0,9567 
Ác. 
Hexadecatrienóico 
C16:3n4c 0,9950 0,9477 Ác. Heneicosanóico C21:0 0,9961 0,9588 
Ác. 
Hexadecatetraenóico 
C16:4n1c 0,9950 0,9477 Ác. Beénico C22:0 0,9962 0,9565 
Ác. N-
heptadecanóico 
C17:0 0,9953 0,9507 Ác. Docosenóico C22:1n11c 0,9962 0,9602 
Ác. Heptadecenóico C17:1n7c 0,9952 0,9503 Ác. Erúcico C22:1n9c 0,9962 0,9602 
Ác. Esteárico C18:0 0,9955 0,9530 Ác. Docosadienóico C22:2n6c 0,9962 0,9600 
Ác. Vacénico C18:1n11t 0,9955 0,9527 
Ác. 
Docosapentaenóico 
C22:5n3c 0,9961 0,9580 
Ác. Octadecenóico C18:1n7c 0,9955 0,9527 
Ác. 
Docosahexaenóico 
C22:6n3c 0,9961 0,9580 
Ác. Oleico C18:1n9c 0,9955 0,9527 Ác. Tricosanóico C23:0 0,9964 0,9620 
Ác. Elaídico C18:1n9t 0,9955 0,9527 Ác. Linhocérico C24:0 0,9965 0,9663 
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2.2.3.1 Preparação de soluções  
 
 Solução de ácido clorídrico a 25% 
A partir de uma solução comercial de ácido clorídrico concentrado, é preparada uma solução 
de ácido clorídrico a 25%.  
 Solução padrão de ésteres metílicos de ácidos gordos 
Para controlar os tempos de retenção e permitir o cálculo dos fatores de resposta relativos, 
utilizou-se uma solução preparada por diluição da solução FAME mix C38,em n-hexano.   
A mistura destes padrões com o padrão interno (C13:0 FAME) permite calcular a percentagem 
de ácidos gordos e de matéria gorda presente na matriz. 
 Solução de BF3 a 7% em metanol 
 A solução a 7% é obtida por diluição de BF3 a 20% em metanol. 
 Solução de etanol a 96% 
A solução é preparada por diluição de etanol (≥99%) com água desionizada. 
 
2.2.3.2 Preparação das amostras 
 
Numa primeira fase, todas as amostras são trituradas até se obter uma mistura homogénea. 
Posteriormente, é pesada uma determinada quantidade de amostra que varia conforme a 
percentagem de matéria gorda presente. Na tabela 3 encontra-se indicada a massa de 
amostra que deve ser utilizada de acordo com o teor de matéria gorda que contém [22]. 
Tabela 3:Massa de amostra a usar consoante o teor de matéria gorda. 
Teor de matéria gorda da 
amostra (%) 
Massa (g) 
0 – 3 5 – 6 
4 – 10 1 – 2 
11 – 20 0,7 – 1 
21 – 40 0,4 – 0,6 
>40 0,2 – 0,3 
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À massa de amostra são adicionados 100 mg de pirogalol e 2,00 mL de padrão interno 
(C13:0). Tal como referido anteriormente, consoante as caraterísticas da amostra é utilizado 
o reagente mais adequado para a hidrólise. Habitualmente, a maioria dos alimentos sofrem 
uma hidrólise ácida com ácido clorídrico a 25 %. Por sua vez, amostras como leites líquidos 
ou em pó são hidrolisados com amoníaco a 25 %. Já os queijos, iogurtes e alimentos infantis 
à base de leite são sujeito a uma hidrólise com amoníaco a 25 % e etanol a 96%, seguido do 
ácido clorídrico a 35 %.  
As amostras são agitadas com recurso a um vortex até se verificar a dispersão total da matriz, 
introduzidas num banho termostatizado a (75±5) 0C, durante trinta minutos, e agitadas 
manualmente a cada dez minutos. De notar, que a etapa da adição do ácido clorídrico a 35% 
às amostras de queijos é realizada aos trinta minutos.  
Após arrefecimento à temperatura ambiente, adiciona-se etanol a 96 %.  
Em relação à extração da matéria gorda presente nas amostras, procede-se à realização de 
duas extrações com éter dietílico e éter de petróleo. Após a separação das fases, a parte 
superior (fase etérea) deve ser decantada para um balão de fundo plano e evaporada à secura 
no evaporador rotativo, não devendo ser ultrapassada uma temperatura de 45 °C.  
De seguida, a matéria gorda é dissolvida com clorofórmio e éter dietílico. De forma a assegurar 
que amostra está completamente seca, uma parte da mistura é colocada num tubo de 20 mL 
e evaporada à secura em corrente de azoto.  
Após a extração da matéria gorda, procede-se à metilação dos ácidos gordos, ou seja, à 
formação dos ésteres metílicos. À matéria gorda extraída são adicionados trifluoreto de boro 
a 7 % e tolueno, levando a mistura a um banho de ultrassons. As amostras são introduzidas 
num banho termostatizado a 100 °C, durante uma hora, e agitadas manualmente a cada dez 
minutos. 
Após arrefecimento à temperatura ambiente, adiciona-se água desionizada, n-hexano e 
sulfato de sódio anidro e procede-se a agitação. A fase superior é colocada num vial de 2 mL 
e conservada num frigorífico até ao momento da injeção no sistema cromatográfico.  
 
2.2.3.3 Condições cromatográficas 
 
Na tabela 4 encontram-se descritas as condições operacionais mais adequadas para a 
determinação do teor de ácidos gordos. 
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Tabela 4: Condições operacionais do cromatógrafo gasoso para a determinação de ácidos gordos. 
Condições cromatográficas 
Coluna capilar SUPELCO SO-2560 (100m x 0,25mm ID, 0,2 μm) 
Detetor FID a 285 °C 
Injetor Split 45:1 a 225 °C 
Modo de trabalho Pressão constante (1,6281 bar) 
Volume de injeção 0,6 µL 
Programa de temperatura 
do forno 
 
100 °C (0 min); rampa 2 °C/min até 204 °C (15 
min); 3 ºC/min até 214 °C (10 min); 3 °C/min até 
240 °C (16 min) 
Gás de arraste Hélio 
Tempo de análise 105 minutos 
 
2.2.3.4. Sequência de análise 
 
 A empresa Silliker Portugal rege-se por um rigoroso sistema de controlo de qualidade e, 
assim, após a preparação das amostras, é realizada a respetiva análise cromatográfica de 






































3. Resultados obtidos e discussão 
 
Neste capítulo são apresentados os resultados obtidos no decorrer do presente trabalho para 
a determinação de cafeína e dos ácidos gordos ómega 3 e 6. Tanto num caso como no outro, 
procedeu-se à análise de diferentes matrizes, sendo apresentados neste capítulo apenas os 
resultados para um exemplo de cada tipo de matriz. 
Apresentam-se, posteriormente, os resultados obtidos para a validação das metodologias 
analíticas. 
 
3.1. Determinação do teor de cafeína em amostras de café e café 
descafeinado 
 
A determinação de cafeína foi efetuada por HPLC-UV/VIS. Sempre que a concentração de 
cafeína numa dada amostra ultrapasse a concentração máxima usada para o traçado da reta 
de calibração, deve proceder-se a uma diluição adequada da solução, antes da respetiva 
injeção.   
De forma a abranger todo o tipo de amostras, verificou-se a necessidade de estabelecer duas 
curvas de calibração, facilitando assim a determinação simultânea de amostras com 
diferentes teores de cafeína. De forma a garantir a fiabilidade dos resultados obtidos, foi feita 
a injeção de padrão a cada 5 a 10 amostras. O erro relativo do padrão de controlo deve ser 
inferior a 10%. 
Nas tabelas 5 e 6apresentam-se os valores das áreas dos picos cromatográficos obtidos para 
cada padrão, assim como as respetivas concentrações. Nas figuras 8 e 9, apresentam-se 
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1 2,00 107,78139 
2 4,00 218,53117 
3 6,00 329,93719 
4 8,00 436,58475 




Fig. 8:Reta de calibração de gama baixa para a determinação do teor de cafeína. 
A análise da figura 8 permite constatar que existe linearidade no intervalo de concentrações 








































1 2,00 107,78139 
2 4,00 218,53117 
3 6,00 329,93719 
4 8,00 436,58475 
5 10,0 553,04962 
6 25,0 1362,64697 
7 50,0 2719,73682 
8 75,0 4082,79199 
9 100 5424,25977 
 
 
Fig. 9:Reta de calibração de gama alta para a determinação do teor de cafeína. 
 
Na figura 9 verifica-se, novamente, a existência de linearidade até uma concentração de cerca 
de 100 mg/L.  
Consoante o teor de cafeína presente na amostra deverá ser utilizada a reta de calibração de 
gama baixa ou a de gama alta para a respetiva quantificação. A partir da equação das retas 
de calibração foi possível determinar a concentração de cafeína presente na amostra. Numa 
primeira fase, os cálculos do teor de cafeína são efetuados com base na reta de calibração 
de gama alta. Caso se verifique que o teor de cafeína se encontra entre 2,00 e 10,0 mg/L os 
cálculos devem ser refeitos utilizando a reta de calibração de gama baixa.  
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Na figura 10 encontra-se um cromatograma obtido para a determinação de cafeína numa 
amostra de café solúvel, onde se evidencia o pico correspondente à cafeina.  
 
Fig. 10: Cromatograma obtido para a determinação do teor de cafeína. 
 
Na tabela 7 apresenta-se os resultados obtidos para a determinação da cafeína numa amostra 
de café descafeinado. A injeção da amostra foi efetuada em duplicado e uma vez que se trata 
de uma amostra de café descafeinado (baixo teor de cafeína) para a quantificação utilizou-se 
a reta de calibração de gama baixa.  



















145,45302 2,68 1,1277 595 
Padrão 10 
mg/L 
554,27844 10,1   
 
O resultado obtido para o teor de cafeína foi 620 mg/kg. O erro relativo do padrão de controlo 
de concentração 2 mg/L foi igual a 4%. 
Como referido anteriormente, depois da injeção de todos os padrões e amostras injeta-se o 
padrão de menor concentração de forma a verificar que não existem desvios durante as 
determinações das amostras. De notar, que este padrão é aquele a que estão associados 
maiores erros, um erro relativo de 4% é considerado como aceitável. 
FCUP 







3.2. Validação do método analítico para a determinação de cafeína 
 
Neste trabalho, procedeu-se a validação dos resultados analíticos, realizando um estudo dos 
limiares analíticos, da exatidão, da precisão e da seletividade. 
3.2.1. Limiares analíticos 
 
Os limiares analíticos do método foram determinados com base no declive e no desvio padrão 
residual da reta de calibração. Na tabela 8 são apresentados os valores obtidos para os 
limiares analíticos 
 Tabela 8:Valores dos limiares analíticos obtidos para a determinação do teor cafeína. 













A precisão foi avaliada em termos de repetibilidade e precisão intermédia.  
 
 Repetibilidade 
Para o estudo da repetibilidade foram efetuadas 10 repetições sobre quatro amostras 
diferentes (café, café descafeinado e café solúvel) pelo mesmo analista, no mesmo 
laboratório, no mesmo equipamento e num curto espaço de tempo (no mesmo dia). Para 
avaliar a repetibilidade, determinou-se o limite de repetibilidade para cada tipo de amostra, 
que corresponde ao valor abaixo do qual se deve situar a diferença entre dois resultados. Na 
tabela 9 encontram-se representados os resultados obtidos para a avaliação da repetibilidade.  
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Tabela 9: Resultados obtidos para o estudo da repetibilidade para a determinação do teor de cafeína. 
Amostra 
ESTUDO DA REPETIBILIDADE 













0,0745 0,0751 0,0749 0,0753 0,0752 0,0748 0,0753 0,0750 0,0749 0,075 6,9E-08 0,0003 0,3 0,0007 
Cafésolúvel 
(g/100g) 
3,82 3,47 3,71 3,63 3,73 3,85 3,80 3,84 3,86 3,78 3,75 0,01481 0,12 3 0,34 
Café Torrado Moído 
(g/100g) 










Foram obtidos limites de repetibilidade inferiores à unidade, variando os valores entre 
0,0007g/100g (caso de amostras de café descafeinado) e 0,34 g/100g (amostras de café 
solúvel).  
De forma a verificar a inexistência de resultados inconsistentes, procedeu-se à aplicação do 
teste de Grubbs [23], em que se fez uma avaliação do valor mínimo e máximo obtido para 
cada amostra. Na tabela 10 encontram-se os resultados obtidos para o teste de Grubbs das 
quatro amostras em análise. 
Tabela 10: Resultados obtidos para o teste de grubbs. 




















Café 2,48 1,21 1,67 Aceitável 1,23 1,42 Aceitável 
Café 
descafeinado 
2,48 0,0750 2,02 Aceitável 0,0750 1,03 Aceitável 
Cafésolúvel 2,48 3,50 2,30 Aceitável 3,86 0,91 Aceitável 
Café Torrado 
Moído 
2,48 2,00 1,58 Aceitável 2,01 2,06 Aceitável 
 
A análise aos valores mínimos e máximos de cada amostra indica a inexistência de resultados 
inconsistentes, uma vez que o valor obtido de G experimental é inferior ao valor crítico para 




O estudo da precisão intermédia incidiu na análise de três amostras (café, café solúvel e 
descafeinado) em duplicado, pelo mesmo analista, utilizando o mesmo equipamento, mas 
fazendo variar os dias de análise. Para o estudo deste parâmetro determinou-se o desvio 
padrão associado à precisão intermédia, assim com o respetivo limite de precisão intermédia. 
Nas tabelas 11,12 e 13 encontram-se registados os resultados obtidos para a avaliação da 
precisão intermédia da determinação da cafeina em amostras de café, de café solúvel e de 
café descafeinado, respetivamente. Na Silliker, a diferença entre os resultados de duas 
determinações efetuadas em condições de precisão intermédia, sobre a mesma amostra e 
pelo mesmo analista, não deve exceder 10 % do valor médio. 
 
46 FCUP 
Aplicação de técnicas cromatográficas à informação nutricional 
 
 






02/02/2015 1,23 1,22 
07/02/2015 1,22 1,23 
03/03/2015 1,21 1,23 
09/03/2015 1,24 1,24 
16/03/2015 1,23 1,23 
 
Desvio padrão da precisão intermédia 0,08 
Limite da precisão intermédia (%) 1,77 
 
A concentração média de cafeína na amostra de café apresenta um desvio padrão da precisão 
intermédia de 0,08 e um limite de precisão intermédia de 1,77%. 
 






03/03/2015 3,78 3,73 
09/03/2015 3,68 3,79 
16/03/2015 3,70 3,71 
16/03/2015 3,72 3,70 
17/03/2015 3,71 3,71 
 
Desvio padrão da precisão intermédia 0,04 
Limite da precisão intermédia (%) 2,92 
 
É possível constatar que para o caso do café solúvel o desvio padrão da precisão intermédia 



















07/02/2015 753,3 746,6 
02/02/2015 830,6 839,6 
03/03/2015 727,8 728,5 
09/03/2015 739,9 749,7 
16/03/2015 697,8 689,4 
 
Desvio padrão da precisão intermédia 5,4 
Limite da precisão intermédia (%) 2,0 
 
Verifica-se que no caso do café descafeinado o desvio padrão da precisão intermédia é de 




A exatidão foi avaliada através da realização de ensaios de fortificação utilizando um padrão 
de concentração cerca de 500 mg/L. Foi utilizada uma massa de cerca de 1 g de amostra de 
café cevada solúvel e 1 mL de solução padrão de concentração 507,1 mg/L, perfazendo o 
volume de 250,00 mL com água. 
O valor da recuperação da cafeína na amostra foi obtido segundo: 
% 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 =
𝐶𝑅 −  𝐶𝐴
𝐶𝑃
 𝑥 100 
em que,  
CR – Concentração de analito na amostra fortificada  
CA – Concentração de analito na amostra não fortificada  
CP – Concentração do padrão utilizado para fortificar a amostra 
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507,1 1,00 250,0 2,03 
 





Fortificado 1 2,167 107 
Fortificado 2 2,136 105 
Média  106 
 
 
Habitualmente, o critério interno de aceitação varia entre 80% e 120 %. A partir do resultado 





Para avaliar a seletividade realizou-se ensaios de recuperação utilizando uma amostra com a 
mesma matriz, fazendo variar a concentração do analito. Um método analítico é considerado 
aplicável (especifico e seletivo) quando na prática, e após a realização de testes de 
fortificação, se verificar que as taxas de recuperação são próximas de 100%. Assim, a partir 
dos ensaios de fortificação, foi possível verificar que o método é aplicável, pois as 













3.3. Determinação do teor de ómega 3 e 6 
 
A determinação dos ácidos gordos, nomeadamente ómega 3 e 6, foi realizada por GC-FID. 
Para quantificação dos ácidos gordos em diferentes matrizes recorreu-se ao método do 
padrão interno.  
Antes de se proceder à análise das amostras foi executada uma injeção em branco, com n-
hexano, de forma a verificar a inexistência de picos que possam de algum modo interferir com 
as injeções posteriores. Quando ao longo da corrida com n-hexano, se verificou a existência 
de picos, foi efetuada a limpeza do sistema com um conjunto de corridas em branco. 
Posteriormente, foi realizada a injeção da mistura de padrões C38, (mistura de 38 ésteres 
metílicos) com o objetivo de controlar os tempos de retenção de cada éster metílico de ácidos 
gordos e obter os seus fatores de resposta relativos (que correspondem à relação entre a 
área dos picos do ácido gordo e do padrão interno). A partir do fator de resposta, é possível 
determinar o teor de ácidos gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados presentes 
na amostra. Na Figura 11 apresenta-se um cromatograma relativo à mistura de padrões C38.  
 
Fig. 11:Cromatograma relativo à mistura de padrões de C38. 
 
Na tabela 16 encontram-se as áreas (%) de todos os picos de ésteres metílicos da mistura 
C38. Para a construção da mesma tabela as áreas obtidas foram transcritas e, 
posteriormente, convertidas para uma percentagem total de 100%. Assim, a partir das 
informações dadas pelo certificado de análise sobre as percentagens em massa é possível 
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calcular a relação entre a percentagem da área corrigida e a respetiva percentagem em massa 










































Tabela 16:Resultados fundamentais para o cálculo do fator de resposta, Ri. 
Ácidos gordos Área (%) Área corrigida (%) 
% massa da 
mistura 
Ki Ri 
C04:0 2,2114 2,2799 3,6900 0,6179 0,5776 
C06:0 2,8352 2,9230 3,6900 0,7921 0,7406 
C08:0 3,2209 3,3207 3,6700 0,9048 0,8459 
C10:0 3,5468 3,6567 3,6800 0,9937 0,9290 
C11:0 1,8435 1,9006 1,8900 1,0056 0,9401 
C12:0 3,7500 3,8661 3,6700 1,0534 0,9848 
C13:0 1,9402 2,0003 1,8700 1,0697 1,0000 
C14:0 3,8697 3,9896 3,6900 1,0812 1,0108 
C14:1n9c 1,9520 2,0124 1,8900 1,0648 0,9954 
C15:0 2,0176 2,0801 1,8900 1,1006 1,0289 
C15:1n5c 1,9704 2,0314 1,8700 1,0863 1,0156 
C16:0 5,9471 6,1313 5,4700 1,1209 1,0479 
C16:1n7c 2,0504 2,1139 1,9000 1,1126 1,0401 
C17:0 1,7501 1,8043 1,8800 0,9597 0,8973 
C17:1n7c 2,0627 2,1265 1,8700 1,1372 1,0631 
C18:0 4,0180 4,1425 3,6700 1,1287 1,0552 
C18:1n9t 2,0297 2,0926 1,9100 1,0956 1,0243 
C18:1n9c 4,0494 4,1749 3,6800 1,1345 1,0606 
C18:2n6t 1,8786 1,9368 1,8900 1,0247 0,9580 
C18:2n6c 2,0364 2,0995 1,8700 1,1227 1,0496 
C20:0 4,0664 4,1924 3,6800 1,1392 1,0651 
C18:3n6c 1,9909 2,0525 1,8900 1,0860 1,0153 
C18:3n3c 2,0326 2,0956 1,9000 1,1029 1,0311 
C20:1n9c 2,0711 2,1352 1,8900 1,1297 1,0562 
C21:0 2,5745 2,6543 2,2300 1,1903 1,1128 
C20:2n6c 2,0661 2,1301 1,9000 1,1211 1,0481 
C22:0 4,0323 4,1572 3,6700 1,1327 1,0590 
C20:3n6c 1,5708 1,6195 1,9100 0,8479 0,7927 
C22:1n9c 2,4738 2,5504 2,1900 1,1646 1,0888 
C20:3n3c 1,8373 1,8942 1,8900 1,0022 0,9370 
C20:4n6c 2,2217 2,2906 2,2800 1,0046 0,9392 
C23:0 2,0746 2,1389 1,9000 1,1257 1,0524 
C22:2n6c 1,9881 2,0497 1,8900 1,0845 1,0139 
C20:5n3c 1,7118 1,7648 1,8900 0,9338 0,8730 
C24:0 3,6559 3,7691 3,6800 1,0242 0,9575 
C24:1n9c 2,1174 2,1829 1,8900 1,1550 1,0798 
C22:5n3c 1,9374 1,9974 1,8800 1,0625 0,9933 
C22:6n3c 1,5928 1,6421 1,8900 0,8688 0,8123 
Somatório 97,00 100,00 96,09   
 
No presente trabalho apresentam-se os resultados relativos a uma amostra de Mixed Fat 
Spread, da qual foi extraída a matéria gorda. Na figura 12 pode observar-se um cromatograma 
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onde se evidencia os picos correspondentes aos ácidos gordos presentes na amostra. Após 
a identificação dos ácidos gordos mais importantes foi elaborada a tabela 17 com valores que 
permitem quantificar os ácidos gordos saturados e insaturados. 
 






























Ri WFAMEi ftGi WTGi fAGi WAGi 
C08:0 
0,1612 0,19 0,8583 0,1860 0,9915 0,1844 0,9029 0,1679 
C10:0 
0,1502 0,17 0,9284 0,1602 0,9928 0,1590 0,9114 0,1460 
C12:0 
2,1261 2,44 0,9916 2,1230 0,9937 2,1097 0,93 1,9744 
C13:0 
12,0860 13,87 1,0000 11,9666    0,0000 
C14:0 
0,8922 1,02 1,0216 0,8647 0,9945 0,8599 0,9421 0,8146 
C16:0 
12,3122 14,13 1,0598 11,5026 0,995 11,4451 0,9481 10,9056 
C16:1n7c 
0,1172 0,13 1,0460 0,1110 0,995 0,1104 0,9477 0,1052 
C17:0 
0,0498 0,06 0,9126 0,0540 0,9953 0,0537 0,9507 0,0513 
C18:0 
3,0394 3,49 1,0736 2,8030 0,9955 2,7904 0,953 2,6713 
C18:1n9c 
25,8774 29,71 1,0854 23,6052 0,9955 23,4990 0,9527 22,4887 
C18:2n6t 
0,2301 0,26 0,9725 0,2343 0,9954 0,2332 0,9524 0,2231 
C18:2n6c 
33,5103 38,47 1,0619 31,2464 0,9954 31,1027 0,9524 29,7591 
C20:0 
0,2608 0,30 1,0769 0,2398 0,9959 0,2388 0,957 0,2295 
C18:3n6c 
0,1674 0,19 1,0338 0,1603 0,9954 0,1595 0,952 0,1526 
C18:3t 
0,1577 0,18       
C18:3n3c 
6,8326 7,84 1,0682 6,3330 0,9954 6,3039 0,952 6,0290 
C20:1n9c 
0,3027 0,35 1,0528 0,2847 0,9959 0,2835 0,9568 0,2724 
C20:2n6c 
0,0405 0,05 1,0451 0,0384 0,9958 0,0382 0,9565 0,0367 
C22:0 
0,4298 0,49 1,0711 0,3973 0,9962 0,3958 0,9565 0,3800 
C22:1n9c 
0,1429 0,16 1,0573 0,1339 0,9962 0,1334 0,9602 0,1285 
C23:0 
0,0449 0,05 1,0841 0,0410 0,9964 0,0409 0,962 0,0395 
C24:0 
0,1481 0,17 0,9417 0,1557 0,9965 0,1552 0,9663 0,1505 
C24:1n9c 
0,1191 0,14 1,0666 0,1106 0,9965 0,1102 0,9632 0,1065 
∑ 87,1124 100,000    80,4070   
 
Para a determinação da matéria gorda presente na amostra, os ácidos gordos identificados 
são matematicamente convertidos em triglicéridos recorrendo a fatores de conversão. 
A massa de padrão interno na amostra (WPI) foi calculada de acordo com a seguinte 
expressão:  
𝑊𝑃𝐼(𝑚𝑔) = 𝐶𝑡𝑟𝑖𝑔𝑙𝑖𝑐𝑒𝑟𝑖𝑑𝑜 𝐶13:0 𝑥 𝑉𝑚𝑒𝑑𝑖𝑑𝑜𝑥 
𝑀(𝐹𝐴𝑀𝐸 𝐶13)
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em que 𝐶𝑡𝑟𝑖𝑔𝑙𝑖𝑐𝑒𝑟𝑖𝑑𝑜 𝐶13:0 representa a concentração do padrão interno em mg/L, 𝑀(𝐹𝐴𝑀𝐸 𝐶13) 
a massa molar de tridecanoato de metilo, e 𝑀( 𝑡𝑟𝑖𝑔𝑙𝑖𝑐𝑒𝑟𝑖𝑑𝑜 𝐶13: 0) a massa molar do 
triglicérido C13:0. A concentração de padrão interno em clorofórmio foi determinada tendo em 
conta a percentagem de pureza do padrão indicada no respetivo certificado de análise. 
A área corrigida e as massas de cada éster metílico de ácido gordo (FAME), de triglicérídeos 
(WTGi) e de cada ácido gordo (WAGi) presente na amostra foram calculadas a partir das 
expressões a seguir indicadas. 
Á𝑟𝑒𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑔𝑖𝑑𝑎 (%) =  
Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑜 𝑝𝑖𝑐𝑜 𝑑𝑜 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜 (%)




𝐴𝐹𝐴𝑀𝐸  𝑥 𝑊𝑃𝐼
𝐴𝑃𝐼 𝑥 𝑅𝑖
 
em que AFAME representa a área corrigida do pico de cada FAME em %, API é a área corrigida 
do pico do padrão interno FAME C13:0 na amostra em %, Ri é o fator de resposta do padrão 
FAME em relação ao padrão interno e WPI a massa de padrão interno na amostra, mg. 
 
𝑊𝑇𝐺𝑖 (𝑚𝑔) = 𝑊𝐹𝐴𝑀𝐸𝑖 𝑥 𝑓𝑇𝐺𝑖 
em que fTGi representa o fator de conversão do padrão FAME para o triglicérido 
correspondente. 
𝑊𝐴𝐺𝑖 (𝑚𝑔) = 𝑊𝐹𝐴𝑀𝐸𝑖 𝑥 𝑓𝐴𝐺𝑖  
 
em que fAGi representa o fator de conversão do padrão FAME para o ácido gordo 
correspondente. 




 𝑥 100 
em que ΣWTGi representa o somatório das massas de todos os triglicéridos em mg e W é a 
massa da amostra em mg. 
A quantidade de ácidos gordos saturados, monoinsaturados, polinsaturados, ómega 3, ómega 
6, ómega 9 e trans presentes na amostra (em g/100g) é determinada pela seguinte expressão: 
 
Á𝑐𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑔𝑜𝑟𝑑𝑜𝑠 𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑥 =  
∑ 𝑊𝐴𝐺𝑖  𝑑𝑜 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑥
𝑊
 𝑥 100 
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em que ΣWAGi do grupo x representa o somatório das massas de todos os ácidos gordos do 
grupo em questão[24]. A determinação revelou os seguintes teores de ácidos gordos em 100 
g de Mixed Fat Spread: 12,5% de ácidos gordos saturados, 16,4% de ácidos gordos 
monoinsaturados e 25,7 % de ácidos gordos polinsaturados, dos quais 4,3 % correspondem 
a ácidos gordos ómega 3 e 21,4 % a ácidos gordos ómega 6[24].  
 
3.4. Validação do método analítico para a determinação de ómega 
3 e 6 
 
Para a determinação dos ácidos gordos ómega 3 e 6, procedeu-se à validação dos resultados 
analíticos determinando limiares analíticos, nomeadamente limite quantificação e precisão. 
Apresenta-se um exemplo da validação para uma amostra de Mixed Fat Spread. 
 
3.4.1. Limiares analíticos 
 
O limite de quantificação do método analítico foi determinado com base na razão sinal-ruído,  
𝑆
𝑁
> 10, sendo  S o sinal medido pelo equipamento e N o sinal do ruído da linha de base.   Para 
os ácidos gordos ómega 3 e 6 o limite de quantificação obtido foi 0,01g por 100g de amostra. 
3.4.2. Precisão 
 





 Repetibilidade  
Na tabela 18 encontram-se representados os resultados obtidos para o estudo da 
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Tabela 18:Resultados obtidos para o estudo da repetibilidade da determinação dos ácidos gordos ómega 3 e 6. 
Grupo Ácidos gordos 
ESTUDO DA REPETIBILIDADE 










Ómega 3 (g/100g) 5,08 5,11 5,14 5,07 5,16 5,21 5,11 5,18 5,11 5,19 5,14 0,00218 0,05 0,9 0,13 
Ómega 6 (g/100g) 25,2 25,4 25,5 25,2 25,7 25,9 25,4 25,8 25,4 25,8 25,5 0,0632 0,2 1 0,70 
FCUP 






Pela tabela 18 é possível verificar que a amostra MixedFat Spread apresenta um limite de 
repetibilidade de 0,13 g/100 g para a determinação de ómega 3 e de 0,70 g/100 g para o 
ómega 6.  
A possibilidade de existência de resultados inconsistentes foi avaliada através do teste de 
Grubbs [23]. Na tabela 19 estão registados os resultados obtidos para o referido teste 
Tabela 19:Resultados obtidos para o teste de Grubbs para a determinação dos ácidos gordos ómega 3 e 6. 





























10 2,48 5,10 1,35 Aceitável 5,21 1,60 Aceitável 
Ómega 
6  
10 2,48 25,2 1,32 Aceitável 25,91 1,48 Aceitável 
 
Ao analisar a tabela constata-se a inexistência de valores inconsistentes, uma vez que o valor 
Gp, tanto para o valor mínimo como para o valor máximo, é inferior ao valor crítico para um 
nível de significância de 1%. 
 
 Precisão intermédia 
Para avaliar a precisão intermédia, procedeu-se à realização de ensaios sobre uma amostra, 
neste caso, Mixed Fat Spread, no mesmo equipamento, fazendo variar os dias de realização 
dos ensaios. Na tabela 20 encontram-se representados os resultados obtidos para o estudo 
da precisão intermédia para o caso do ómega 3.
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13/01/2015 5,02 5,08 
14/01/2015 5,19 5,04 
18/01/2015 5,04 5,03 
20/01/2015 5,35 5,35 
21/01/2015 5,15 5,10 
 
Desvio padrão da precisão intermédia 0,05 
Limite da precisão intermédia (%) 2,8 
 
A tabela 21apresenta os resultados obtidos para o estudo da precisão intermédia para o caso 
de ómega 6. 






13/01/2015 24,9 25,3 
14/01/2015 25,4 24,4 
18/01/2015 24,4 24,4 
20/01/2015 26,1 26,1 
21/01/2015 24,0 23,8 
 
Desvio padrão da precisão intermédia 0,3 
Limite da precisão intermédia (%) 3,8 
 
Os resultados mostram que a determinação do ácido gordo ómega 3 apresenta um desvio 
padrão da precisão intermédia de 0,05 e um limite de precisão intermédia de 2,8%. Já, a 
determinação do ácido gordo ómega 6 apresenta um desvio padrão e um limite da precisão 
































      
 
4. Considerações finais 
 
Nos dias de hoje, devido ao aumento da preocupação do consumidor em relação à 
informação nutricional dos alimentos, a declaração das quantidades dos principais 
constituintes de um produto torna-se cada vez mais importante. Dessa forma, a 
implementação do regulamento (EU) nº 1169/2011 que estabelece os princípios, os 
requisitos e as responsabilidades gerais que regem a informação sobre a rotulagem 
torna-se crucial.   
O presente trabalho consistiu na validação de uma metodologia analítica para a 
determinação de cafeína, presente em amostras de café e café descafeinado, por 
HPLC-UV-VIS, segundo as normas 20481 e 10095e, ainda, na validação de um método 
de análise para a determinação de ácidos gordos, ómega 3 e 6, presentes em amostras 
de óleos de peixe e margarinas por GC-FID.  
Os métodos validados foram aplicados à determinação de cafeína e de ácidos gordos 
ómega 3 e ómega 6 em amostras com diferentes tipos de matrizes. 
Para a determinação quantitativa da cafeína nos diferentes tipos de amostra utilizaram-
se curvas de calibração de gama baixa, adequadas para a quantificação de amostras 
com teores de cafeína inferiores a 10 mg/L, e curvas de calibração de gama alta para a 
determinação de cafeína em soluções com teores até 100 mg/L. De forma a avaliar a 
fiabilidade dos resultados obtidos, os ensaios foram realizados em duplicado. A partir 
da análise do padrão de menor concentração (2 mg/L) e de um padrão intermédio (10 
mg/L) foi possível determinar o erro relativo associado a cada padrão.   
Os resultados da validação do método analítico para a determinação da cafeína, 
mostram que o método analítico apresenta um limite de deteção e de quantificação da 
cafeína de 0,143 mg/l e 0,433 mg/L, respetivamente. O estudo da repetibilidade foi 
efetuado sobre quatro amostras diferentes analisadas no mesmo dia, tendo-se 
determinado o limite de repetibilidade. Por exemplo, no caso da amostra de café solúvel 
o limite de repetibilidade foi de 0,34 g/100g o que indica que a diferença entre dois 
ensaios não deve ultrapassar este valor de limite de repetibilidade. A avaliação da 
precisão intermédia foi feita sobre quatro amostras diferentes em dias de ensaio 
diferentes. Determinou-se o limite de precisão intermédia e o respetivo desvio padrão. 
A determinação de cafeína em amostras de café solúvel apresenta um limite da precisão 
intermédia de 1,8 % e um desvio padrão de 0,08.  
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Com aplicação do teste de Grubbs foi possível verificar a ausência de resultados 
anómalos no estudo da repetibilidade e da precisão intermédia.  
Para a avaliação da exatidão do método, recorreu-se à realização de ensaios de 
recuperação, tendo-se verificado que a exatidão satisfaz o critério interno de aceitação 
(80-120%) 
Relativamente à seletividade, o método pode ser considerado seletivo na medida em 
que apresenta percentagens de recuperação próximas de 100 %.   
Os resultados do processo de validação do método analítico para determinação de 
cafeína foram, em geral, satisfatórios para todos os parâmetros avaliados.  
Em relação ao processo de determinação de ácidos gordos, nomeadamente ómega 3 e 
6, esta foi realizada por GC - FID. A determinação quantitativa foi efetuada com base no 
método do padrão interno. Os resultados da validação da metodologia analítica mostram 
que o método apresenta um limite de quantificação de 0,01g por 100 g de amostra. Ao 
nível da precisão, o método revela um limite de repetibilidade para amostras de Mixed 
Fat Spread de 0,131 g/100 g para o ácido gordo ómega 3 e de 0,704 g /100 g para o 
ácido gordo ómega 6. O estudo da precisão intermédia demonstrou que o método 
apresenta um limite da precisão intermédia de 2,8 % para amostras de Mixed Fat 
Spread, sendo o valor do desvio padrão associado à precisão intermédia de 0,05.  
A realização deste estágio permitiu a aquisição e a complementação de conhecimentos 
em diversas áreas, nomeadamente, na análise química e em métodos instrumentais de 
análise. A inclusão no mundo do trabalho foi uma experiência bastante enriquecedora, 
permitindo não só o contacto com a realidade empresarial, mas também a aquisição de 
competências a nível pessoal e profissional.
FCUP 
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